Изучение черемухи виргинской - Padus Virginiana как перспективного источника биологически активных полифенолов by Писарев, Д. И. et al.
118 НАУЧНЫЕ ВЕДОМОСТИ Серия Естественные науки. 2010. № 21 (92). Выпуск 13
УДК 615.072, 615.074, 615.322
ИЗУЧЕНИЕ ЧЕРЕМУХИ ВИРГИНСКОЙ - PADUS VIRGINIANA КАК ПЕРСПЕКТИВНОГО 
ИСТОЧНИКА БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ПОЛИФЕНОЛОВ
В статье изложены данные о химическом изучении плодов че­
ремухи виргинской, как перспективного источника биологически 
активных полифенолов -  антоцианов. Антоцианы -  природные кра­
сители, обладающие высокой антирадикальной активностью. При 
химическом изучении методами масс-спектрометрии, тонкослойной 
хроматографии и УФ-спектрофотометрии и использования кислот­
ного гидролиза в плодах черёмухи поздней обнаружены гликозиды 
цианидина. Количественное содержание гликозидов цианидина в 
плодах черёмухи поздней составило 7.57 %, что превосходит многие 
известные растительные источники антоцианов.
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тография.
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Л екарственны е препараты из растительного сырья, как и синтетические препа­
раты, находят ш ирокое применение в медицине для лечения различны х заболеваний. 
Это обусловлено их малой токсичностью и высокой биологической доступностью. П о­
полнение арсенала лекарственны х средств растительного происхождения является 
актуальной проблемой, так как спрос на них постоянно увеличивается. Учиты вая воз­
растаю щ ую необходимость рационального использования сы рьевы х ресурсов, особого 
внимания заслуж иваю т малоизученные лекарственны е растения. К  таким растениям 
относится черемуха виргинская (Padus virginiana) семейства розоцветных 
(Rosaceaea).
По своим признакам более других похожа на черемуху обыкновенную. Ее отли­
чие заключается в том, что почки длиной 5-7 мм отстоят от побега, тогда как у  черему­
хи обыкновенной почки достигаю т 13 мм и они приж аты к побегу. Дерево до 15 м вы ­
сотой, с ш ирокой, развесистой кроной; темно-бурой, мелкотрещ иноватой корой. Л и ­
стья продолговато-яйцевидные, при распускании буро-зеленые, летом темно-зеленые, 
плотные, блестящие, остропильчатые, до 12 см длиной. Цветки белые, до 1,3 см, в м но­
гоцветковых, облиственных кистях до 15 см длиной. Плоды ш аровидные, вначале 
красные, при полном созревании темно-красные, с сочной, съедобной мякотью. Ц ве­
тет и плодоносит ежегодно с 7 лет [2, 3].
Официальным видом, разрешенным к применению в медицинской практике, яв­
ляется черемуха обыкновенная Padus avium Mill. издавна известная как ценное пищевое 
и лекарственное растение. Лекарственным сырьем являются плоды (Fructus Рadi) [4].
П лоды черемухи практически не изучали с конца 50-х годов, хотя ее хим иче­
ский состав изучен относительно хорош о, в гораздо меньш ей степени -  химический 
состав других видов черемухи.
По литературны м данным в плодах черемухи обыкновенной содержатся м оно­
сахара, пектиновые вещества, органические кислоты (лимонная, яблочная и др.), ас­
корбиновая кислота, флавоноиды, кумарины, фурокумарины, оксикоричные кислоты, 
дубильны е вещества, гликозиды (амигдалин, амигдонитрилгликозид, пруназин), 
аминокислоты, ж ирны е и эфирные масла, макро- и микроэлементы [1, 4, 5].
Ф итонциды плодов черемухи обладаю т антимикробными свойствами и губи­
тельно влияет на плесневые грибы, мух, комаров, слепней. Ф итонцидны е свойства 
растения успеш но использовались при лечении экспериментальны х трихомонадных 
кольпитов и грибковых поражений кожи.
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П репараты черемухи применяю т внутрь в качестве вяжущ его средства при эн­
теритах, диспепсиях различной этиологии; при инф екционны х колитах, дизентерии 
назначают как вспомогательное средство [4].
Исходя из выш еизлож енного целью настоящего исследования явилось науч­
ное обоснование возможности обеспечения сырьевой базы лекарственны х растений, 
за счет мало изученного вида -  черемухи виргинской как перспективного источника 
биологически активных полифенолов, в первую очередь антоцианов.
Для реализации цели, задачей данного исследования явилось химическое изуче­
ние антоцианов плодов черемухи виргинской и определение их количества в сырье.
Для выделения суммы антоцианов 50,0 г воздуш но-сухого, измельченного и 
просеянного сквозь сито с диаметром отверстий 3 мм сырья заливали 1%-ным раство­
ром кислоты хлористоводородной в 96% этиловом спирте и экстрагировали в течение 
суток. Извлечение сливали, и сырье заливали новой порцией экстрагента. Всего было 
сделано пять сливов. П осле фильтрования и объединения сливов полученное извле­
чение сгущ али под вакуумом на ротационном испарителе ИР-1 до минимального объ­
ема (фракция I). Для получения чистой суммы антоцианов извлеченную фракцию I 
подвергли избирательному сорбированию на тальке. Для этого фракцию I смеш ивали 
с достаточным количеством талька до образования каш ицы. Полученную массу пере­
носили в воронку Бюхнера с бумажным фильтром. Воронку присоединяли к колбе 
Бунзена с водоструйным насосом и под вакуумом промывали полученную м ассу водой 
очищ енной до того момента, пока промывные воды не стали прозрачными. П ромы в­
ные воды удаляли из колбы Бунзена, а из оставш ейся на фильтре массы проводили 
десорбцию  антоцианов 1%-ным раствором кислоты хлористоводородной в 96% этило­
вого. Вымывали до появления бесцветных промывных вод. Полученный раствор упа­
ривали под вакуумом на ротационном испарителе ИР-1. Таким образом, мы получили 
обогащ енный антоциановый комплекс, свободный от прочих веществ. П олученную 
фракцию далее подвергали качественному анализу на наличие антоцианов.
Наличие антоцианов в полученной фракции подтверждали с помощ ью тонкос­
лойной хроматографии на пластинах «Silufol» в системе этилацетат -  кислота уксус­
ная ледяная -  кислота муравьиная -  вода (100:10:10:26). П олученная хроматограмма 
представлена на рис. 1.
На хроматограмме наблю далось три пятна, имеющ ие красную ок­
раску, причем самое верхнее пятно, по-видимому, соответствовало агли- 
кону антоцианов.
И дентификацию данны х компонентов осущ ествляли с помощью 
масс-спектрометрии. Сущ ественное отличие и преимущ ество масс- 
спектрометрии от других аналитических ф изико-химических методов 
состоит в том, что оптические, рентгеновские и некоторые другие мето­
ды  детектирую т излучение или поглощ ение энергии молекулами или 
атомами, а масс-спектрометрия непосредственно детектирует сами час­
тицы  вещества.
Детекцию  масс-спектра проводили на приборе масс -  спектро­
метр «Autoflex II» «M ALDI TOF/TOF» фирмы Bruker Daltonics - вакуум­
ного прибора, который использует физические законы движения заря­
ж енны х частиц в магнитны х и электрических полях с помощью иониза­
ции лазером.
Рис. 1. Хроматограмма суммы антоцианов P. virginiana
П робу полученной суммы антоцианов наносили на миш ень «MTP 384 targen 
plate m att steel T  F», высуш ивали и сверху наносили каплю матрицы. В качестве м ат­
рицы использовали а-цианокоричную  кислоту, регистрацию спектров вели с пом о­
щью программы «Flex Control», обработку данны х осущ ествляли в программе «Flex 
Analis». В Результате получен спектр, на котором наблюдается наиболее интенсивный 
пик иона с зарядом m/z = 287.316 соответствующ ий пику агликона -  по молекулярной 
массе соответствующ ий цианидину и два менее интенсивны х пика: иона
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m/z = 449.214, отвечающ ий его моногликозиду и иона m/z = 595.15 соответствующ ий 
его дигликозиду, рис. 2.
Рис. 2. Масс-спектр суммы антоцианов плодов P. virginiana
Кроме того, используя метод УФ-спектрофотометрии с использованием шифт- 
реактива -  5%-ного этанольного раствора алюминия хлорида удалось выяснить рас­
положение сахаров в структуре гликозидов антоцианов. Известно, что при взаимодей­
ствии флавоноидов с алюминия хлоридом образуются комплексные соединения, в ре­
зультате чего УФ -спектрах поглощ ения наблюдается сильный батохромный сдвиг по­
лос поглощения. У  антоцианов при наличии свободной орто-диоксигруппировки в 
кольце В при взаимодействии с алюминия хлоридом наблюдается сдвиг на 4 0 -5 0  нм.
Для выявления сво­
бодной орто-диоксигруппи- 
ровки в кольце В сначала 
регистрировали УФ-спектр 
чистой суммы антоцианов. 
При этом наблюдался один 
максимум поглощ ения при 
длине волны X = 545 нм 
(рис. 3).
При добавлении 5% 
раствором алюминия хло­
рида в 96% этиловом спирте 
наблю далось смещение 
максимума поглощения на 
40 нм (рис. 4), что свиде­
тельствует о свободной ор- 
то-диоксигруппировке в 
кольце В, а сахарная часть у  цианидина предположительно находится в 3 положении.
Количественное определение антоцианов в исследуемом сырье проводили по 
собственному характерному поглощ ению антоцианов, находящ емуся в диапазоне 
длин волн X = 490 -  550 нм.
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Для этого навеску сырья 
массой 1,0 г предваритель­
но измельченного и просе­
янного сквозь сито с диа­
метром отверстий 3 мм сы ­
рья помещ али в плоско­
донную  колбу и заливали 
20 мл растворителя - 1%- 
ным раствором кислоты 
хлористоводородной в 
спирте этиловом 96%-ном, 
присоединяли к обратному 
холодильнику и нагревали 
на водяной бане в течении 
30 минут с момента заки­
пания воды в бане. П олу­
ченное извлечение охлаж ­
дали и фильтровали в мер­
ную колбу на 100 мл. Экстракцию остатка проводили еще четыре раза порциями по 20 
мл, собирая фильтрат в ту  ж е мерную колбу на 100 мл. После охлаждения объем из­
влечения доводили экстрагентом до метки и перемеш ивали (раствор А). Из раствора А  
пипеткой отбирали 2 мл аликвоты переносили в мерную колбу вместимостью  25 мл и 
доводили до метки экстрагентом (раствор Б). Раствор Б фотометрировали на спектро­
фотометре СФ-56 в диапазоне длин волн X = 450 -  600 нм, в качестве раствора сравне­
ния использовали 1% раствор кислоты хлористоводородной в спирте этиловом 96%- 
ном. П олученный УФ-спектр представлен на рис. 3.
Расчет содержания суммы антоцианов (Х%) в сырье в пересчете на цианидин-3- 
гликозид проводили по формуле:
Рис. 4. УФ-спектр антоцианов P. virginiana с алюминия 
хлоридом
Х % -
A x W j X W j X M x  100
E X l X a X V X
X 100
, где:
Х% -  содержание антоцианов в пересчете на цианидин-3-гликозид, %;
Wi -  общий объем извлечения из сырья, мл;
W2 -  объем извлечения после разбавления, мл; 
а -  масса сырья, г;
V -  аликвота, взятая для разбавления, мл;
M -  молярная масса цианидина-3-гликозида, равная 449,17; 
l -  толщина кюветы, см;
s -  молярный коэффициент поглощения (26900).
B -  влажность сырья (8%)
Содерж ание суммы антоцианов в пересчете на цианидин-3-глю козид в сырье 
составило 7.57 %, что превосходит многие растительные официнальные источники ан- 
тоцианов.
Выводы
П оказана возмож ность использования плодов черемухи виргинской в качестве 
нового сырьевого источника ценных биологически активных полифенолов.
Проведен анализ химического состав сырья плодов черемухи виргинской по 
наличию антоцианов. Установлено наличие в сырье антоцианов (цианидин и его гли- 
козиды). Установлено количественное содержание, составивш ее 7.57 % в пересчете на 
цианидин-3-глюкозид.
Полученные данные свидетельствуют о целесообразности использования пло­
дов черемухи виргинской в медицинской практике как источника ценных биологиче­
ски активных веществ.
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The article presents the data on the chemical study of wild black 
cherry fruitage as the promising source of biologically active polyphenols- 
anthocyanins. Anthocyanins -  natural dyes -  have high antiradical activ­
ity. Cyanidin glycosides is found in wild black cherry fruitage by means of 
the chemical study alongside with such methods as mass spectrometry, 
thin layer chromatography and ultraviolet spectrophotometry as well as 
the using of acid hydrolysis. The quantitative content of cyanidin gly­
cosides in wild black cherry fruitage is 7,57% that is much more than in 
many other well-known plant sources of anthocyanins.
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